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Abstrakt 
Předmětem diplomové práce bylo studium elektrochemického chování 
protinádorového léčiva flutamidu (FLD) a jednoho z jeho metabolitů 4-nitro-3-
trifluormethylanilinu (NTMA). Cílem bylo nalézt a definovat optimální podmínky 
stanovení obou látek za použití rtuťovým meniskem modifikované stříbrné tuhé 
amalgámové elektrody (m-AgSAE) a uhlíkové filmové elektrody (CFE) s využití metod 
DC voltametrie (DCV) a diferenční pulsní voltametrie (DPV). 
Tato práce úzce navazuje na bakalářskou práci vypracovanou na katedře 
analytické chemie PřF UK, v které bylo popsáno voltmetrické stanovení FLD pomocí 
metod DCV a DPV za použití m-AgSAE, kde bylo dosaženo mezí stanovitelnosti (LQ) 
5,0·10-6 mol.dm-3 (pro DCV) a 3,0·10-6 mol.dm-3 (pro DPV). 
V předkládané diplomové práci bylo sledováno voltametrické chování NTMA 
v závislosti na změně pH prostředí Brittonova-Robinsonova (BR) pufru-methanolu 
(9:1). Byly nalezeny optimální podmínky pro stanovení této látky metodami DCV a 
DPV v katodické oblasti potenciálů za použití m-AgSAE a CFE. Jako optimální 
prostředí byla zvolena BR pufr-methanol (9:1) o výsledném pHf 8,3 pro DCV i DPV na 
m-AgSAE a pHf 5,1 pro DCV i DPV na CFE. Dále byly získány LQ při proměření 
koncentrační závislosti a opakovatelnosti pro jednotlivá stanovení v koncentračních 
řádech 10-5, 10-6 či až 10-7 mol.dm-3: 3,3·10-7 mol.dm-3 (pro NTMA, DCV na m-
AgSAE), 6,5·10-7 mol.dm-3 (pro NTMA, DPV na m-AgSAE), 2,7·10-5 mol.dm-3 (pro 
NTMA, DCV na CFE), 2,4·10-5 mol.dm-3 (pro NTMA, DPV na CFE), 2,8·10-5 mol.dm-3 
(pro FLD, DCV na CFE) a 7,7·10-6 mol.dm-3 (pro FLD, DPV na CFE). 
Optimální podmínky pro stanovení obou látek vedle sebe ve směsi za použití 
daných elektrod v katodické oblasti se nepodařilo nalézt, docházelo k překrytí obou 
signálů. Zároveň se nepodařilo definovat podmínky stanovení metabolitu za použití 
CFE v anodické oblasti potenciálů, kde látka poskytovala signál. 
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Abstract 
The subject of this Diploma Thesis has been the study of electrochemical 
behavior of anticancer drug flutamide (FLD) and one of its metabolites 4-nitro-3-
trifluoromethylaniline (NTMA). The aim was to find and define the optimum conditions 
for the determination of both compounds at a mercury meniscus modified silver solid 
amalgam electrode (m-AgSAE) and at a carbon film electrode (CFE) using DC 
voltammetry (DCV) and differential pulse voltammetry (DPV). 
This Diploma Thesis follows closely the Bachelor Thesis, defended at the 
Department of Analytical Chemistry, Faculty of Science, Charles University in Prague. 
In this Bachelor Thesis, a voltammetric determination of FLD using DCV and DPV at 
m-AgSAE has been described, with attained limits of quantification (LQs) 
5.0·10-6 mol.dm-3 (for DCV) and 3.0·10-6 mol.dm-3 (for DPV). 
In presented Diploma Thesis, voltammetric behavior of NTMA has been studied 
in dependence on the pH of the medium of Britton-Robinson (BR) buffer-methanol 
(9:1). The optimum conditions have been found for the determination of this substance 
using DCV and DPV at m-AgSAE and CFE in the cathodic area. As the optimum 
media, BR buffer-methanol (9:1) of resulting pHf 8.3 (for both DCV and DPV at 
m-AgSAE) and of pHf 5.1 (for both DCV and DPV at CFE) have been chosen. Further, 
the LQs have been obtained upon the measurement of concentration dependences and 
repeatabilities for particular determinations in concentration ranges of 10-5, 10-6 and/or 
10-7 mol.dm-3: 3.3·10-7 mol.dm-3 (for NTMA, DCV at m-AgSAE), 6.5·10-7 mol.dm-3 
(for NTMA, DPV at m-AgSAE), 2.7·10-5 mol.dm-3 (for NTMA, DCV at CFE), 
2.4·10-5 mol.dm-3 (for NTMA, DPV at CFE), 2.8·10-5 mol.dm-3 (for FLD, DCV at CFE), 
and 7.7·10-6 mol.dm-3 (for FLD, DPV at CFE). 
It has been unsuccessful to find the optimum conditions for the determination of 
both studied substances in a mixture in the cathodic area. Voltammetric responses of 
FLD and NTMA were overlaid and not wholly separated. The applicable conditions for 
determination of NTMA at CFE in the anodic area have also not been found. 
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Seznam použitých zkratek 
A absorbance 
BR pufr Brittonův-Robinsonův tlumivý roztok 
c molární koncentrace [mol dm-3] 
C. A. S. Chemical Abstract Service 
CFE uhlíková filmová elektroda 
DCV DC voltametrie (direct current voltametry) 
DME rtuťová kapková elektroda 
DPV diferenční pulsní voltametrie 
Ereg,1  počáteční (pozitivnější) potenciál regenerace 
Ereg,2 konečný (negativnější) potenciál regenerace 
Ep potenciál píku [mV] 
FLD flutamid 
HPLC vysokoúčinná kapalinová chromatografie 
Ip proud píku [nA] 
L1,2 interval spolehlivosti 
LQ mez stanovitelnosti 
m-AgSAE rtuťovým meniskem modifikovaná stříbrná tuhá amalgámová 
elektroda 
NTMA 4-nitro-3-trifluormethylanilin 
pH záporný dekadický logaritmus koncentrace oxoniových iontů 
pHf výsledné pH směsi vodná fáze – methanol (9:1) 
s směrodatná odchylka mediánu 
sr relativní směrodatná odchylka mediánu 
   vlnová délka [nm] 
   hustota [g cm-3] 
x~  medián 
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1 Úvod 
 
1.1 Cíl práce 
 
Tato práce se zabývá studiem elektrochemického chování protinádorového 
léčiva flutamidu (FLD, 4-nitro-3-trifluoromethyl-isobutylanilid) a jeho metabolitu 4-
nitro-3-trifluormethylanilinu (NTMA). Cílem práce je nalézt alternativní metody 
stanovení obou látek k již používaným metodám elektrochemickým, optickým a 
separačním. A definovat optimální podmínky stanovení za použití rtuťovým meniskem 
modifikované stříbrné tuhé amalgámové elektrody a uhlíkové filmové elektrody tak, 
aby bylo dosaženo co nejnižší meze stanovitelnosti.  
Tato práce navazuje na mou bakalářskou práci vypracovanou též na katedře 
analytické chemie PřF UK. 
 
1.2 Studovaná látka 
 
1.2.1 Flutamid 
 
Flutamid je nažloutlá, jemně krystalická látka bez zápachu. Strukturní vzorec je 
uveden na obr. 1. Snadno se rozpouští v methanolu či jiných polárních organických  
rozpouštědlech (např. aceton, ethanol)1. Ve vodě je rozpustný při velmi nízkých 
koncentracích (rozpustnost 1,46 mmol dm-3)2. Fyzikálně-chemické vlastnosti FLD jsou 
uvedeny v tab. 1. 
 
NO2
CF3
N
H
O  
 
Obr. 1 Strukturní vzorec flutamidu. 
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Tab. 1 Fyzikálně-chemické vlastnosti flutamidu (hodnoty v tabulce jsou uváděny za 
atmosférického tlaku)3. 
C. A. S. Name Flutamid 
C. A. S. Registry number 13311-84-7 
Sumární vzorec C11H11F3N2O3 
Molekulová hmotnost 276,214 g mol–1 
Teplota tání 112°C 
Teplota vznícení 195,9±28,7°C 
 
1.2.1.1 Biologické vlastnosti flutamidu 
Flutamid je léčivo patřící do skupiny nesteroidních antiandrogenů, Jsou to látky, 
které kompetitivně inhibují vazbu testosteronu na androgenní receptor v cílové tkáni, tj. 
v prostatě4. 
Flutamid je obsažen jako účinná látka v léčivu APO-Flutamide (Chanelle 
Medical, Nizozemí). Vyrábí se ve formě kulatých potahovaných tablet. Léčivo bývá 
indikováno pacientům v pokročilém stádiu karcinomu prostaty. Terapie může být 
dlouhodobá, v klinických studiích se přípravek podával déle než 4,5 roku4. 
Analýza krevní plazmy, moči a stolice prokázala, že je v lidském organismu 
FLD po perorální aplikaci kompletně absorbován a následně vylučován po dobu 72 
hodin především močí. Stolicí je vyloučeno pouhých 4,2 %. Poločas metabolického 
rozkladu FLD je 6 hodin. FLD je metabolizován na hlavní metabolit 2-hydroxyflutamid 
a dále 4-nito-3-trifluoromethylanilin. Z 2-hydroxyflutamidu vzniká částečnou 
metabolizací opět 4-nito-3-trifluoromethylanilin, který se následně přeměňuje na hlavní 
metabolit vyskytující se v moči 2-amino-5-nitro-4-(trifluoromethyl)fenol5. 
U samců potkanů bylo vrcholové koncentrace ve tkáních dosaženo 6 hodin po 
aplikaci FLD. Koncentrace byla nejvyšší v gastrointestinálním traktu, játrech a 
ledvinách. FLD ani jeho metabolity se nekumulovaly v pohlavních ani jiných 
orgánech4. 
U FLD byly zjištěny projevy akutní a chronické otravy. Jedná se o látku 
s karcinogenním, mutagenním a teratogenním účinkem6. 
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1.2.1.2 Analytické metody stanovení flutamidu 
Ke stanovení FLD byly použity různé metody separační, spektrometrické a 
samozřejmě elektrochemické. 
Koncem 80. let 20. století bylo provedeno měření redukce FLD na klasické 
kapající rtuťové elektrodě. Stanovení se provádělo v prostředí fosfátového pufru 
obsahujícího 5 %  ethanolu (95 %). Využity byly metody DC polarografie, AC 
polarografie, normální pulsní polarografie a diferenční pulsní polarografie7. 
Dále byly prováděny studie stability FLD pomocí vysokoúčinné kapalinové 
chromatografie (HPLC) s UV detekcí. Byl studován vliv teploty, vlhkosti, pH a iontové 
síly. Z měření vyplynulo, že stabilita FLD v roztoku je velmi ovlivněna teplotou a pH 8.   
V posledních několika letech se výzkum stanovení FLD vrací opět 
k voltmetrickým metodám. V literatuře již bylo popsáno stanovení FLD za použití visící 
rtuťové kapkové elektrody v prostředí acetátového pufru. K tomuto měření bylo využito 
následujících voltametrických metod: adsorpční katodická rozpouštěcí voltametrie, 
diferenční pulsní voltametrie a square wave voltametrie9. 
V českém lékopise jsou  popsány metody na identifikaci, stanovení čistoty a 
obsahu FLD v tabletě léčiva APO-Flutamide. Zkoušky na stanovení totožnosti jsou 
prováděny pomocí absorpční spektrofotometrie v infračervené oblasti od 650 do 4000 
cm-1. Při stanovování čistoty se provádí zkouška na příbuzné látky, které se stanovují 
pomocí HPLC se spektrofotometrickým detektorem. Látky, které by mohl znečistěný 
vzorek obsahovat jsou např. 4-nitro-3-trifluoromethylanilin, N-[4-nitro-3-
trifluormethyl)fenyl]propanamid,  
3-(trifluormethyl)anilin a 2-methyl-N-[2-nitro-5-trifluormethyl)fenyl]propanamid. Dále 
se provádí zkoušky na těžké kovy, na ztrátu sušením a zkouška na síranový popel. 
Stanovení obsahu se provádí spektrofotometricky1. 
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1.2.1 4-nitro-3-trifluoromethylanilin 
 
NTMA je žlutá krystalická látka bez zápachu. Strukturní vzorec je uveden na 
obr. 2. Jedná se o jeden z metabolitů FLD, jak bylo zmíněno v podkapitole 1.2.1.1. je to 
látka obtížně rozpustná ve vodě (rozpustnost 0,28 mmol dm-3)10 a dobře rozpustná 
v methanolu a jiných polárních organických rozpouštědlech. NTMA vzniká kyselou a 
zásaditou hydrolýzou FLD obr. 3. Fyzikálně-chemické vlastnosti NTMA jsou uvedeny 
v tab. 2 
Při zkoumání hepatotoxicity FLD a jeho metabolitů, byla prokázána přítomnost 
NTMA v moči u pacientů s karcinomem prostaty, kterým bylo podáváno léčivo 
obsahující FLD11. 
 
NO2
CF3
NH2  
 
Obr. 2 Strukturní vzorec NTMA. 
 
 
 
 
 
Tab. 2 Fyzikálně-chemické vlastnosti NTMA12. 
 
C. A. S. Name 4-nitro-3-trifluoromethylanilin 
C. A. S. Registry number 393-11-3 
Sumární vzorec C7H5F3N2O2 
Molekulová hmotnost 206,12 g mol–1 
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NO2
CF3
NHCOCH(CH3)2
NO2
CF3
NH2
+
H2O/H+
H2O/OH-
NO2
CF3
NH2
NO2
CF3
NHCOCH(CH3)2
 
 
 
 
Obr. 3 Schéma kyselé a zásadité hydrolýzy FLD2. 
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2 Experimentální část 
 
2.1 Reagencie 
 
Studovaná látka: flutamid (99%, Sigma-Aldrich, Praha, ČR). Zásobní roztok byl 
připraven o koncentraci 1.10-3 mol dm-3 rozpuštěním 0,02762 g FLD ve 100 ml 
methanolu (99,9%, Merck, Praha, ČR).  
Studovaná látka: NTMA (98%, Sigma-Aldrich, Praha, ČR). Zásobní roztok byl 
připraven o koncentraci 1.10-3 mol dm-3 rozpuštěním 0,02061 g NTMA ve 100 ml 
methanolu (99,9%, Merck, Praha, ČR).   
Roztoky o nižších koncentracích byly připravovány přesným ředěním roztoku 
methanolem. Všechny roztoky byly uchovávány ve tmě a v lednici ve skleněných 
nádobách. 
Další použité chemikálie: kyselina boritá, octová kyselina, kyselina fosforečná, 
hydroxid sodný (všechny čistoty p.a., Lachema, Praha, ČR), grafit (CR2),  
1,2-dichlorethan (99,5%, Merck, Praha, ČR), polystyren. 
Brittonovy-Robinsonovy tlumivé roztoky (BR pufry) o příslušném pH byly 
připraveny smísením 0,2 mol dm-3 hydroxidu sodného s roztokem obsahujícím kyselinu 
boritou, fosforečnou a octovou kyselinu, každou o koncentraci 0,04 mol dm-3 tab. 3. 
V tab. 4 jsou uvedeny hodnoty pH BR pufru a pHf směsi BR pufr-methanol (9:1).  
 
Tab. 3 Složení Brittonova-Robinsonova tlumivého roztoku. 
 
Složka A 
(na 1 litr roztoku) 
Složka B 
(na 2 litry roztoku) 
5,488 g 33BOH  
5,39 ml  85%, ρ = 1,71 g cm–3 43POH8 g NaOH 
4,54 ml  99,8%, ρ = 1,05 g cm–3 COOHCH3
 
Tab. 4 Hodnoty pH BR pufru a pHf směsi BR pufr-methanol (9:1). 
 
pH 2,0 3,0 4,0 5,0 6,0 7,0 8,0 9,0 10,0 11,0 12,0
pHf 2,1 3,2 4,2 5,1 6,2 7,2 8,3 9,3 10,1 11,1 12,0
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2.2 Aparatura 
 
Při všech voltmetrických stanoveních byla použita sestava Eco-Tribo polarograf, 
řízená osobním počítačem, pracujícím se softwarem Polar Pro verze 2.0 (Polaro-
Sensors, Praha, ČR). Software pracoval v operačním systému Microsoft Windows 3.11. 
Jednotlivá měření byla prováděna v tříelektrodovém zapojení, kdy byla použita 
jako referentí elektroda argentchloridová elektroda (1 mol dm-3 KCl) typu RAE 113 
(Monokrystaly Trutnov, ČR), jako pomocná elektroda byla použita platinová drátková 
elektroda a jako pracovní elektroda byla použita rtuťovým meniskem modifikovaná 
stříbrná tuhá amalgámová elektroda (m-AgSAE, výrobní číslo 20611, průměr menisku 
0,52mm, EcoTrend Plus, Praha, ČR) a uhlíková filmová elektroda (GFE). 
Spektrofotometrická měření byla prováděna na přístroji Hewlett-Packard 8453 
Diode-Array Spectrophotometer (Hewlett-Packard, Nizozemí) s ovládacím programem 
UV-Visible ChemStation verze 9.01 v křemenných kyvetách o měrné tloušťce 1 cm. 
Přesná hodnota pH byla měřena digitálním pH-metrem Jenway 4330 (Jenway 
Essen, Velká Británie) s kombinovanou skleněnou elektrodou (typ  924 005). Jedná se o 
hodnoty pH směsi vodná fáze-methanol (9:1) měřené tímto pH-metrem, který byl 
kalibrován standardními vodnými pufry za laboratorní teploty. 
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2.3 Použitá pracovní elektroda 
 
2.3.1 Rtuťovým meniskem modifikovaná stříbrná tuhá amalgámová 
elektroda 
 
Pevné amalgámové elektrody jsou tvořeny kovy nebo jejich slitinami (např. Ag, 
Cu, Au, Ir, Bi aj.), které se mohou smáčet rtutí a tvořit s ní pevné amalgámy. Svými 
vlastnostmi jsou podobné klasické rtuťové kapkové elektrodě (DME). Tento typ 
elektrody vykazuje vysoké přepětí vodíku a umožňuje pohodlnou práci jako s pevnými 
elektrodami. Regenerace jejich povrchu se většinou provádí elektrochemickou cestou. 
Mezi další výhody těchto elektrod patří široký rozsah pracovních potenciálů a nižší 
zbytkový proud a šum, použitelnost v širším spektru rozpouštědel a základních 
elektrolytů, prakticky neomezená životnost elektrod a fakt, že elektrody vyrobené 
z pevných amalgámů  jsou netoxické13. Amalgámové elektrody nejsou vhodné pro 
detekci oxidovatelných látek14.  
Pro studium voltmetrického chování flutamidu a jeho metabolitu NTMA byla 
použita komerčně dodávaná  m-AgSAE č. 20611 o průměru menisku 0,52mm 
(EcoTrend Plus, Praha, ČR). Schéma m-AgSAE je vyobrazeno na obr. 4. 
 
1 
2 
3 
4 
 
Obr. 4 Schématický nákres m-AgSAE (1 – elektrický kontakt, 2 – skleněná kapilára, 3 
– stříbrný amalgám, 4 – rtuťový meniskus). 
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2.3.2 Uhlíková filmová elektroda 
 
Jako uhlíková filmová elektroda je označován uhlíkový film nanesený na 
pevnou elektrodu s níž je vodivě spojen15. Pevná elektroda zde slouží pouze jako vodič 
a elektrochemické vlastnosti elektrody jsou dány uhlíkovým materiálem filmu.  
Mezi výhody této elektrody patří především velké potenciálové okno v anodické 
i katodické oblasti (cca 3 V), vysoká citlivost a nízký šum měření. Dále pak rychlá a 
snadná obnovitelnost filmu. Po lehkém upravení podmínek je elektroda schopná 
vykazovat vlastnosti mikroelektrody a v neposlední řade ekonomická nenáročnost a 
nízká zátěž pro životní prostředí16. 
Praktické použití uhlíkové filmové elektrody s obsahem 90% uhlíku CR2 bylo 
demonstrováno na stanovení guaninu a adenin. Stanovení těchto látek je založeno na 
jejich elektrochemické oxidaci, která se vykazuje vysoce pozitivními potenciály. 
V těchto oblastech nelze použít amalgámové elektrody, protože dochází k uvolňování 
rtuti z amalgámu17. 
Pro studium voltmetrického chování FLD a jeho metabolitu NTMA byl uhlíkový 
film nanesen na pevné stříbrné amalgámové elektrodě AgSAE č. 20611 o průměru 
menisku 0,52mm (EcoTrend Plus, Praha, ČR).  
Uhlíkový film se vytvoří namočením povrchu pevné elektrody v uhlíkovém 
inkoustu. Inkoust obsahuje uhlíkový prášek, polymer a rozpouštědlo s relativně vysokou 
tenzí par. Inkoust, který se zachytí na povrchu elektroda, po vyprchání rozpouštědla 
vytvoří film. 
V našem případě, pokud není uvedeno jinak, byl používán uhlíkový film o 
složení 10% polystyrenu a 90% uhlíkového prášku CR2. Jako rozpouštědlo byl použit 
dichlorethan (teplota varu 83,5°C), který během 2 minut kompletně vyprchá a vytvoří se 
uhlíkový film18. Schéma uhlíkové filmové elektrody je vyobrazeno na obr. 5. 
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Obr. 5 Schématický nákres CFE (1 – elektrický kontakt, 2 – skleněná kapilára, 3 – 
stříbrný amalgám, 4 – uhlíkový film). 
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2.4 Pracovní postupy 
 
2.4.3 Předúprava m-AgSAE 
 
Při delším přerušení měření se prováděla amalgamace. Ponořením elektrody do 
kapalné rtuť asi na 10 až 15 sekund byl vytvořen nový rtuťový meniskus. Amalgamace 
byla prováděna pravidelně každý týden, dále v případě porušení menisku a v případě, že 
měření vykazovalo chybné výsledky. 
Na počátku každé série měření a po každé amalgamaci byla prováděna 
elektrochemická aktivace. Zjištěné regenerační potenciály jsou uvedeny v tab. 5. 
Elektroda byla aktivována v roztoku KCl o koncentraci 0,2 mol dm-3,  vložením 
potenciálu -2200 mV za součastného míchání po dobu 5 minut. 
 
Tab 5. Experimentálně zjištěné možné regenerační potenciály pro m-AgSAE při měření 
roztoku NTMA v prostředí BR pufr-methanol (9:1). 
pH pHf Ereg,1  / mV Ereg,2  / mV 
2,0 2,1 100 -700 
3,0 3,2 100 -700 
4,0 4,2 -50 -800 
5,0 5,1 -50 -800 
6,0 6,2 -200 -900 
7,0 7,2 -200 -900 
8,0 8,3 -300 -1100 
9,0 9,3 -350 -1100 
10,0 10,1 -350 -1100 
11,0 11,1 -400 -1100 
12,0 12,0 -400 -1100 
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 2.4.4 DC voltametrie a diferenční pulsní voltametrie 
 
Při voltmetrickém měření bylo postupováno, pokud není uvedeno jinak, 
následujícím způsobem. 
Při studování vlivu pH na voltametrické chování FLD a NTMA byl do odměrné 
baňky o objemu 10 ml pipetován 1 ml zásobního roztoku studované látky v methanolu o 
koncentraci 1.10-3 mol dm-3 a doplněn po rysku BR pufrem o příslušným pH. 
Při proměřování kalibračních závislostí byl do odměrné baňky o objemu 10 ml 
odpipetován požadovaný objem zásobního roztoku studované látky v methanolu o 
koncentraci 1.10-3 mol dm-3 a doplněn methanolem do objemu 1 ml. Dále byla odměrná 
baňka doplněna po rysku BR pufrem o příslušném pH. 
Takto připravené roztoky byly po promíchání převedeny do polarografické 
nádobky. Při měření redukcí byl roztok probubláváním po dobu 5 minut dusíkem 
zbaven přítomného kyslíku. Poté byl proveden záznam voltametrické křivky. 
Stejným způsobem bylo postupováno při měření opakovatelnosti. 
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2.4.5 Zpracování výsledků a statistické vyhodnocení získaných dat  
 
K výpočtům a k tvorbě grafů uvedených v této práci bylo použito programu 
Origin Pro 6.1 (OriginLab Corporation USA). Způsob vyhodnocení naměřených 
voltamogramů metodou DCV a DPV je ukázán na obr. 6 a obr. 7. 
Statistické vyhodnocení voltmetrického měření opakovatelnosti bylo provedeno 
dle zavedených chemometrických norem pro tento typ souboru dat. Mez stanovitelnosti 
(LQ) byla vypočtena jako koncentrace odpovídající desetinásobku směrodatné odchylky 
deseti měření výšky píku (Ip) studované látky o koncentraci odpovídající nejnižšímu 
bodu příslušné kalibrační přímky19.   
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Obr. 6 Způsob vyhodnocení DC voltamogramu NTMA (c = 1.10-4 mol dm-3) na 
m-AgSAE v prostředí BR pufr-methanol (9:1) o pHf 8,3. Hodnota Ip (1), základní linie 
(2). 
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Obr. 7 Způsob vyhodnocení DP voltamogramu NTMA (c = 1.10-4 mol dm-3) na 
m-AgSAE v prostředí BR pufr-methanol (9:1) o pHf 8,3. Hodnota Ip (1), základní linie 
(2). 
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2.5 Stálost zásobního roztoku NTMA 
 
Stálost zásobního roztoku NTMA o koncentraci 1.10-3 mol dm-3 v methanolu 
byla sledována spektrofotometricky v křemenných kyvetách o měrné tloušťce 1 cm. 
Referenční kyveta byla naplněna methanolem. Absorbance zásobního roztoku byla 
měřena při vlnové délce absorpčních lokálních extrémů studované látky λ = 233 nm a  
λ = 369 nm. Absorpční spektrum studované látky je uvedeno na obr. 8. Výsledky 
naměřené stálosti zásobního roztoku jsou zaznamenány v tab. 6. Z výsledku vyplývá, že 
během 60 dní nedošlo k výraznému poklesu koncentrace studované látky. Zásobní 
roztok, který je uchován ve tmě a v lednici, můžeme tedy považovat za dostatečně stálý. 
Zásobní roztok FLD v methanolu o koncentraci 1.10-3 mol dm-3 je stálý po dobu 
minimálně 45 dní20. 
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Obr. 8 Absorpční spektrum roztoku NTMA (c = 1.10-3 mol dm-3) v methanolu,měřeno 
proti methanolu v křemenných kyvetách o měrné tloušťce 1cm. 
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Tab. 6 Naměřené hodnoty absorbance zásobního roztoku NTMA o koncentraci  
1.10-3 mol dm-3 v methanolu při vlnových délkách λ = 233 nm a λ = 369 nm. Číselné 
hodnoty odpovídají relativní hodnotě koncentrace v % proti hodnotě koncentrace 
čerstvě připraveného roztoku. Měřeno v křemenných kyvetách o měrné tloušťce 1 cm. 
Stálost pro vlnovou délku λ = 233 nm 
dny 0 1 5 10 20 30 60 
Absorbance 0,82 0,84 0,85 0,85 0,80 0,83 0,83 
% 100 102 104 104 98 101 101 
Stálost pro vlnovou délku λ = 369 nm 
dny 0 1 5 10 20 30 60 
Absorbance 1,12 1,14 1,16 1,14 1,11 1,12 1,11 
% 100 102 104 102 99 100 99 
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3 Voltametrické stanovení NTMA na stříbrné tuhé 
amalgámové elektrodě 
 
3.1 DC voltametrie 
 
Při metodě DCV je potenciál vkládaný na pracovní elektrodu lineárně měněn 
s časem (roste nebo klesá). Proudová odezva neboli závislost měřeného proudu 
procházejícího pracovní elektrodou na vkládaném potenciálu se na polarizační křivce 
projeví jako voltmetrická vlna či pík. Poloha vlny/píku odpovídá kvalitě látky a výška 
vlny/píku je přímo úměrná koncentraci studované látky13. 
Rychlost změny potenciálu je dostatečně malá ve srovnání s rychlostí ustavování 
rovnováhy elektrody, takže lze metodu považovat za stacionární při konstantním 
potenciálu21. 
 
3.1.1 Vliv pH prostředí na DC voltametrii NTMA 
 
Vliv pH na chování NTMA v měřeném roztoku metodou DCV na m-AgSAE byl 
sledován v prostředí BR pufru-methanol (9:1). BR pufry byly připraveny o příslušném 
pHf v rozmezí 2,1 -12,0. Koncentrace NTMA v měřeném roztoku byla 1.10-4 mol dm-3. 
Na naměřených voltamogramech lze pozorovat v rozmezí pHf 2,1 až 7,2 jeden dobře 
vyvinutý pík při pHf 8,3 až 12,0 je pozorovatelný druhý pík. Vybrané naměřené křivky 
jsou uvedeny na obr. 9 a obr. 10. Potenciál píku Ep se s rostoucím pHf posouvá 
k zápornějším hodnotám, při nižším pHf je posun výraznější, u pHf nad 10,1 již 
k posunu Ep nedochází. Zjištěné hodnoty Ep a Ip v závislosti na pHf jsou zaznamenány 
v tab. 7. Grafický je závislost Ep na pHf znázorněna na obr. 11. 
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Tab. 7 Závislost hodnot Ep a Ip na pHf měřené technikou DCV na m-AgSAE v roztoku 
NTMA  (c = 1.10-4 mol dm-3) v prostředí BR pufru-methanolu (9:1). 
pH pHf Ep / mV Ip / nA 
2,0 2,1 -460 -643,7 
3,0 3,2 -483 -621,3 
4,0 4,2 -512 -611,9 
5,0 5,1 -581 -1331,0 
6,0 6,2 -584 -867,5 
7,0 7,2 -645 -534,1 
8,0 8,3 -698 -677,7 
9,0 9,3 -781 -411,4 
10,0 10,1 -812 -419,8 
11,0 11,1 -829 -353,9 
12,0 12,0 -819 -383,3 
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Obr. 9 Vybrané DC voltamogramy NTMA (c = 1.10-4 mol dm-3) měřené na m-AgSAE 
 v prostředí BR pufr-methanol (9:1) o pHf  2,1 (1), 4,2 (2), 5,1 (3), 6,2 (4) a základní 
elektrolyt měřený při pHf  2,1 (5). 
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Obr. 10 Vybrané DC voltamogramy NTMA (c = 1.10-4 mol dm-3) měřené na m-AgSAE  
v prostředí BR pufru-methanolu (9:1) o pHf 7,2 (1), 8,3 (2), 9,3 (3), 10,1 (4), 11,1 (5), 
12,0 (6) a základní elektrolyt měřený při pHf  2,1 (7). 
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Obr. 11 Závislost potenciálu Ep NTMA (c = 1.10-4 mol dm-3) na pHf měřená metodou 
DCV na m-AgSAE v prostředí BR pufr-methanol (9:1). 
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3.1.2 Koncentrační závislost 
 
Koncentrační závislost studované látky byla proměřena v rozmezí  
4.10-7 - 1.10-4  mol dm-3 v prostředí BR pufr-methanol (9:1) o pHf 8,3 metodou DCV na 
m-AgSAE, za použití regeneračních potenciálů Ereg,1 = -300 mV a Ereg,2 = -1100 mV. 
Voltamogramy jsou zobrazeny na obr. 12 a obr 14. Závislost  Ip na koncentraci NTMA 
je znázorněna na obr. 13 a obr. 15. Parametry kalibračních přímek jsou uvedeny 
v tab. 8. 
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Obr. 12 DC voltamogramy NTMA měřené na m-AgSAE v prostředí BR pufr-methanol 
(9:1) o pHf 8,3 o koncentracích 1.10-4 mol dm-3 (1), 8.10-5 mol dm-3 (2), 6.10-5 mol dm-3 
(3), 4.10-5 mol dm-3 (4), 2.10-5 mol dm-3 (5) a základní elektrolyt (6). 
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Obr. 13 Závislost proudu Ip na koncentraci NTMA v rozmezí 2.10-5 až 1.10-4 mol dm-3  
měřené technikou DCV za použití m-AgSAE v prostředí BR pufr-methanol (9:1) 
o pHf 8,3. 
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Obr. 14 DC voltamogramy NTMA měřené na m-AgSAE v prostředí BR pufr-methanol 
(9:1) o pHf 8,3 o koncentracích 1.10-5 mol dm-3 (1), 8.10-6 mol dm-3 (2), 6.10-6 mol dm-3 
(3), 4.10-6 mol dm-3 (4), 2.10-6 mol dm-3 (5), 1.10-6 mol dm-3 (6), 8.10-7 mol dm-3 (7), 
6.10-7 mol dm-3 (8) a 4.10-7 mol dm-3 (9).  
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Obr. 15 Závislost proudu Ip na koncentraci NTMA v rozmezí 4.10-7 až 1.10-5 mol dm-3 
měřené technikou DCV za použití m-AgSAE v prostředí BR pufr-methanol (9:1) 
o pHf 8,3.  
 
Tab. 8 Parametry kalibračních přímek pro stanovení NTMA metodou DCV za použití 
m-AgSAE v prostředí BR pufr-methanol (9:1) o pHf 8,3. 
c / mol.dm-3 Směrnice / 
mA.mol-1.dm3 
Úsek / 
nA 
Korelační 
koeficient 
LQ / 
mol.dm-3 
(2 – 10)10-5 -2,23 -24 -0,993  
(2 – 10)10-6 -2,63 -2,2 -0,992  
(4 – 10)10-7 -4,54 -0,11 -0,998 3,310-7 
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 3.1.3 Opakovatelnost 
 
Pro nejvyšší a nejnižší měřenou koncentraci byla změřena opakovatelnost 
z deseti po sobě jdoucích měření. Výsledky jsou shrnuty v tab. 9 a na obr. 16 je 
znázorněn voltamogram deseti měření v roztoku NTMA při nejvyšší měřené 
koncentraci 1.10-4 mol dm-3.  
 
Tab. 9 Statistické vyhodnocení opakovatelnosti z deseti po sobě jdoucích měření 
metodou DCV na m-AgSAE v roztoku NTMA o nejvyšší a nejnižší vyhodnotitelné 
koncentraci v prostředí BR pufr-methanol (9:1) o pHf 8,3. 
c / mol dm-3 x~  / nA L1,2 / nA s / nA sr / % 
1.10-4 -236,1 1,3 1,8 0,78 
4.10-7 -1,63 0,10 0,14 8,6 
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Obr. 16 DC voltamogram NTMA (c = 1.10-4 mol dm-3) při měření opakovatelnosti na 
m-AgSAE v prostředí BR pufr-methanol (9:1) o pHf 8,3 (deset po sobě jdoucích 
měření). Regenerace Ereg,1 = -300 mV, Ereg,2 = -1100 mV. 
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3.2 Diferenční pulsní voltametrie  
Při DPV se na pracovní elektrodu vkládá potenciál, který je lineárně měněn 
s časem s průběžně periodický vkládanými potenciálovými pulsy o amplitudě 10 až 100 
mV a době trvání desítek milisekund. Registruje se rozdíl proudů změřených těsně před 
vložením potenciálového pulsu a na jeho konci18. Závislost rozdílu proudů na 
potenciálu prochází maximem a má tvar píku. Plocha píku na potenciálové ose je dána 
kvalitou analytu, jeho výška závisí na koncentraci13. 
 
3.2.4 Vliv pH prostředí na diferenční pulsní voltametrii NTMA 
 
Vliv pH na chování NTMA v měřeném roztoku metodou DPV na m-AgSAE byl 
sledován v prostředí BR pufru-methanol (9:1). BR pufry byly připraveny o příslušném 
pH v rozmezí 2 -12. Koncentrace NTMA v měřeném roztoku byla 1.10-4 mol dm-3. Na 
naměřených voltamogramech lze pozorovat v rozmezí pHf 2,1 až 7,2 jeden dobře 
vyvinutý pík. Od pHf 8,3 výše je pozorovatelný druhý pík. Vybrané naměřené křivky 
jsou uvedeny na obr. 17. Potenciál píků Ep se s rostoucím pHf posouvá k zápornějším 
hodnotám. Posun je výraznější při nižších hodnotách pHf.  Zjištěné hodnoty Ep a Ip 
v závislosti na pHf jsou zaznamenány v tab. 10. Grafický je závislost Ep na pHf 
znázorněna na obr. 17. 
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Tab. 10 Závislost hodnot Ep a Ip na pHf měřené technikou DPV na m-AgSAE v roztoku 
NTMA (c = 1.10-4 mol dm-3) v prostředí BR pufr-methanol (9:1). 
pH pHf Ep / mV Ip / nA 
2,0 2,1 -391 -143,4 
3,0 3,2 -425 -143,7 
4,0 4,2 -474 -145,5 
5,0 5,1 -535 -146,2 
6,0 6,2 -590 -158,8 
7,0 7,2 -640 -170,2 
8,0 8,3 -670 -179,7 
9,0 9,3 -706 -177,4 
10,0 10,1 -724 -167,8 
11,0 11,1 -736 -159,4 
12,0 12,0 -736 -153,7 
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Obr. 17 Vybrané DP voltamogramy NTMA (c = 1.10-4 mol dm-3) měřené na m-AgSAE 
v prostředí BR pufr-methanol (9:1) o pHf  2,1 (1), 4,2 (2), 5,1 (3), 6,2 (4), 8,3 (5), 12,0 
(6). 
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Obr. 18 Závislost potenciálu Ep NTMA (c = 1.10-4 mol dm-3) na pHf měřená metodou 
DPV na m-AgSAE v prostředí BR pufr-methanol (9:1). 
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3.2.5 Koncentrační závislost 
 
Koncentrační závislosti v roztoku NTMA byly proměřeny v rozmezí  
8.10-7 - 1.10-4 mol dm-3 v prostředí BR pufru-methanol (9:1) o pHf 8,3 metodou DPV za 
použití m-AgSAE, za použití regeneračních potenciálů Ereg,1 = -300 mV a Ereg,2 = -1100 
mV. Voltamogramy jsou zobrazeny na obr. 19 a obr 21. Závislost  Ip na koncentraci 
NTMA je znázorněna na obr. 20 a obr. 22. Parametry kalibračních přímek jsou 
uvedeny v tab. 11. 
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Obr. 19 DP voltamogramy NTMA měřené na m-AgSAE v prostředí BR pufr-methanol 
(9:1) o pHf 8,3 o koncentracích 1.10-4 mol dm-3 (1), 8.10-5 mol dm-3 (2), 6.10-5 mol dm-3 
(3), 4.10-5 mol dm-3 (4), 2.10-5 mol dm-3 (5). 
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Obr. 20 Závislost proudu Ip na koncentraci NTMA v rozmezí 2.10-5 mol dm-3 až 
1.10-4 mol dm-3 měřené technikou DPV za použití m-AgSAE v prostředí BR pufr-
methanol (9:1) o pHf 8,3. 
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Obr. 21 DP voltamogramy NTMA měřené na m-AgSAE v prostředí BR pufr-methanol 
(9:1) o pHf 8,3 o koncentracích 1.10-5 mol dm-3 (1), 8.10-6 mol dm-3 (2), 6.10-6 mol dm-3 
(3), 4.10-6 mol dm-3 (4), 2.10-6 mol dm-3 (5), 1.10-6 mol dm-3 (6), 8.10-7 mol dm-3 (7). 
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Obr. 22 Závislost proudu Ip na koncentraci NTMA v rozmezí 8.10-7 mol dm-3 až 
1.10-5 mol dm-3 měřené technikou DPV za použití m-AgSAE v prostředí BR pufr-
methanol (9:1) o pHf 8,3. 
 
Tab. 11 Parametry kalibračních přímek pro stanovení NTMA měřené technikou DPV 
za použití m-AgSAE v prostředí BR pufr-methanol (9:1) o pHf 8,3. 
c / mol.dm-3 Směrnice / 
mA.mol-1.dm3 
Úsek / 
nA 
Korelační 
koeficient 
LQ / 
mol.dm-3 
(2 – 10)10-5 -1,81 -10 -0,997  
(0,8 – 10)10-6 -1,89 -0,98 -0,989 6,510-7 
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3.2.6 Opakovatelnost 
 
Stejně jako u DCV byla pro nejvyšší a nejnižší měřenou koncentraci změřena 
opakovatelnost z deseti po sobě jdoucích měření. Výsledky jsou shrnuty v tab. 12 a na 
obr. 22 je znázorněn voltamogram deseti měření v roztoku NTMA při nejvyšší měřené 
koncentraci 1.10-4 mol dm-3.  
 
Tab. 12 Statistické vyhodnocení opakovatelnosti z deseti po sobě jdoucích měření 
metodou DPV na m-AgSAE v roztoku NTMA o nejvyšší a nejnižší vyhodnotitelné 
koncentraci v prostředí BR pufr-methanol (9:1) o pHf 8,3. 
c / mol dm-3 x~  / nA L1,2 / nA s / nA sr / % 
1.10-4 -128,8 1,9 2,6 0,021 
8.10-7 -1,815 0,017 0,024 1,3 
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Obr. 23 DP voltamogram NTMA (c = 1.10-4 mol dm-3) při měření opakovatelnosti na 
m-AgSAE v prostředí BR pufr-methanol (9:1) o pHf 8,3 (deset po sobě jdoucích 
měření). Regenerace Ereg,1 = -300 mV, Ereg,2 = -1100 mV. 
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4 Voltametrické stanovení NTMA na uhlíkové filmové 
elektrodě 
4.1 DC voltametrie 
  
4.1.1 Vliv pH prostředí na DC voltametrii NTMA 
 
Vliv pH prostředí na chování NTMA v měřeném roztoku metodou DCV na CFE 
byl sledován v prostředí BR pufru-methanol (9:1). BR pufry byly připraveny 
o příslušném pHf v rozmezí 2,1 -12,0. Koncentrace NTMA v měřeném roztoku byla 
1.10-4 mol dm-3. Na naměřených voltamogramech lze pozorovat v celém rozsahu 
pH jeden dobře vyvinutý pík. Vybrané naměřené křivky jsou uvedeny na obr. 24. 
Potenciál vln Ep se s rostoucím pHf mírně posouvá k zápornějším hodnotám. Zjištěné 
hodnoty Ep a Ip v závislosti na pHf jsou zaznamenány v tab. 13. Grafický je závislost Ep 
na pHf znázorněna na obr. 25. 
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Obr. 24 DC voltamogramy NTMA (c = 1.10-4 mol dm-3) na CFE v prostředí BR pufr-
methanol (9:1) o pHf  2,1 (1), 3,2 (2), 4,2 (3), 5,1 (4), 7,2 (5), 8,3 (6), 10,1 (7) a 12,0 (8). 
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Tab. 13 Závislost hodnot Ep a Ip na pHf měřené technikou DCV na CFE v roztoku 
NTMA (c = 1.10-4 mol dm-3) v prostředí BR pufru-methanolu (9:1). 
pH pHf Ep / mV Ip / nA 
2,0 2,1 -637 -861,0 
3,0 3,2 -660 -643,7 
4,0 4,2 -700 -612,0 
5,0 5,1 -781 -1331 
6,0 6,2 -784 -867,4 
7,0 7,2 -811 -534,3 
8,0 8,3 -833 -677,7 
9,0 9,3 -891 -411,3 
10,0 10,1 -812 -419,8 
11,0 11,1 -829 -356,5 
12,0 12,0 -819 -383,6 
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Obr. 25 Závislost potenciálu Ep NTMA (c = 1.10-4 mol dm-3) na pHf měřená metodou 
DCV na CFE v prostředí BR pufr-methanol (9:1). 
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4.1.2 Koncentrační závislost 
 
Koncentrační závislosti v roztoku NTMA měřeny metodou DCV za použití CFE 
a regeneračních potenciálů Ereg,1 = -400 mV a Ereg,2 = -1000 mV, byly proměřeny pouze 
v rozmezí 4.10-5 – 1.10-4 mol dm-3 v prostředí BR pufru-methanol (9:1) o pHf 5,1. Nižší 
měřené koncentrace se již nedaly vyhodnotit. Voltamogramy jsou zobrazeny na obr. 26. 
Závislost  Ip na koncentraci NTMA je znázorněna na obr. 27. Parametry kalibrační 
přímky jsou uvedeny v tab. 14. 
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Obr. 26 DC voltamogramy NTMA měřené na CFE v prostředí BR pufr-methanol (9:1) 
o pHf 5,1 o koncentracích 1.10-4 mol dm-3 (1), 8.10-5 mol dm-3 (2), 6.10-5 mol dm-3 (3), 
4.10-5 mol dm-3 (4). 
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Obr. 27 Závislost proudu Ip na koncentraci NTMA v rozmezí 4.10-5 mol dm-3 až 
1.10-4 mol dm-3 měřené technikou DCV za použití CFE v prostředí BR pufr-methanol 
(9:1) o pHf 5,1. 
 
Tab. 14 Parametry kalibračních přímek pro stanovení NTMA měřené technikou DCV 
za použití CFE v prostředí BR pufr-methanol (9:1) o pHf 5,1. 
c / mol.dm-3 Směrnice / 
mA.mol-1.dm3 
Úsek / 
nA 
Korelační 
koeficient 
LQ / 
mol.dm-3 
(4 – 10)10-5 -9,11 380 -0,960 2,710-5 
 
 43
4.1.3 Opakovatelnost 
 
Pro nejvyšší a nejnižší měřenou koncentraci NTMA metodou DCV byla 
změřena opakovatelnost z deseti po sobě jdoucích měření. Výsledky jsou shrnuty v tab. 
15 a na obr. 28 je znázorněn voltamogram deseti měření v roztoku NTMA při nejvyšší 
měřené koncentraci 1.10-4 mol dm-3.  
 
Tab. 15 Statistické vyhodnocení opakovatelnosti z deseti po sobě jdoucích měření 
metodou DCV na CFE v roztoku NTMA o nejvyšší a nejnižší vyhodnotitelné 
koncentraci v prostředí BR pufr-methanol (9:1) o pHf 5,2. 
c / mol dm-3 x~  / nA L1,2 / nA s / nA sr / % 
1.10-4 -727 28 39 5,3 
4.10-5 -232,2 9,7 13,7 5,9 
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Obr. 28 DC voltamogram NTMA (c = 1.10-4 mol dm-3) při měření opakovatelnosti na 
CFE v prostředí BR pufr-methanol (9:1) o pHf 5,2 (deset po sobě jdoucích měření). 
Regenerace Ereg,1 = -400 mV, Ereg,2 = -1000 mV. 
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4.2 Diferenční pulsní voltametrie  
 
4.2.4 Vliv prostředí na diferenční pulsní voltametrii NTMA 
 
Vliv pH prostředí na chování NTMA v měřeném roztoku metodou DPV na CFE 
byl sledován v prostředí BR pufru-methanol (9:1). BR pufry byly připraveny 
o příslušném pHf v rozmezí 2,1 -12,0. Koncentrace NTMA v měřeném roztoku byla 
1.10-4 mol dm-3. Na naměřených voltamogramech lze pozorovat v celém rozsahu pH 
jeden dobře vyvinutý pík. Vybrané naměřené křivky jsou uvedeny na obr. 29. Potenciál 
píků Ep se s rostoucím pHf mírně posouvá k zápornějším hodnotám. Zjištěné hodnoty Ep 
a Ip v závislosti na pHf jsou zaznamenány v tab. 16. Grafický je závislost Ep na pHf 
znázorněna na obr. 30. Jako ideální pH pro další měření bylo vybráno pH 5,1. 
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Obr. 29 Vybrané DP voltamogramy NTMA (c = 1.10-4 mol dm-3) na CFE v prostředí 
BR pufr-methanol (9:1) o pHf  2,1 (1), 3,2 (2), 5,1 (3), 7,2 (4), 8, 3(5), 10,1 (6) a 12,0 
(7). 
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Tab. 16 Závislost hodnot Ep a Ip na pHf měřené technikou DPV na CFE v roztoku 
NTMA (c = 1.10-4 mol dm-3) v prostředí BR pufru-methanolu (9:1). 
pH pHf Ep / mV Ip / nA 
2,0 2,1 -524 -383,8 
3,0 3,2 -597 -287,1 
4,0 4,2 -599 -381,8 
5,0 5,1 -687 -803,3 
6,0 6,2 -694 -584,2 
7,0 7,2 -723 -347,0 
8,0 8,3 -744 -407,7 
9,0 9,3 -764 -302,0 
10,0 10,1 -750 -436,9 
11,0 11,1 -759 -506,5 
12,0 12,0 -755 -526,7 
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Obr. 30 Závislost potenciálu Ep NTMA (c = 1.10-4 mol dm-3) na pHf měřená metodou 
DPV na CFE v prostředí BR pufr-methanol (9:1). 
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4.2.5 Koncentrační závislost 
 
Koncentrační závislosti v roztoku NTMA byly proměřeny v rozmezí 2.10-6 – 
1.10-4 mol dm-3 v prostředí BR pufru-methanol (9:1) o pHf 5,1 metodou DPV za použití  
CFE a regeneračních potenciálů Ereg,1 = -400 mV a Ereg,2 = -1000 mV. Voltamogramy 
jsou zobrazeny na obr. 31 a obr 33. Závislost  Ip na koncentraci NTMA je znázorněna 
na obr. 32 a obr. 34. Parametry kalibračních přímek jsou uvedeny v tab. 17. 
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Obr. 31 DP Voltamogramy NTMA na CFE v prostředí BR pufr-methanol (9:1) o pHf 
5,1 o koncentracích 1.10-4 mol dm-3 (1), 8.10-5 mol dm-3 (2), 6.10-5 mol dm-3 (3),  
4.10-5 mol dm-3 (4), 2.10-5 mol dm-3 (5). 
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Obr. 32 Závislost proudu Ip na koncentraci NTMA v rozmezí 2.10-5 mol dm-3 až 
1.10-4 mol dm-3 měřené technikou DPV za použití CFE v prostředí BR pufr-methanol 
(9:1) o pHf 5,1. 
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Obr. 33 DP voltamogramy NTMA na CFE v prostředí BR pufr-methanol (9:1) o pHf 
5,1 o koncentracích 2.10-6 (1) mol dm-3 až  1.10-5 mol dm-3 (2). 
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Obr. 34 Závislost proudu Ip na koncentraci NTMA v rozmezí 2.10-6 mol dm-3 až 
1.10-5 mol dm-3 měřené technikou DPV za použití CFE v prostředí BR pufr-methanol 
(9:1) o pHf 5,1. 
 
Tab. 17 Parametry kalibračních přímek pro stanovení NTMA měřené technikou DPV 
za použití CFE v prostředí BR pufr-methanol (9:1) o pHf 5,1. 
c / mol.dm-3 Směrnice / 
mA.mol-1.dm3 
Úsek / 
nA 
Korelační 
koeficient 
LQ / 
mol.dm-3 
(2 – 10)10-5 -9,54 -57 -0,996  
(2 – 10)10-6 -4,25 -170 -0,993 2,410-5 
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4.2.6 Opakovatelnost 
 
Stejně jako u DCV byla pro nejvyšší a nejnižší měřenou koncentraci NTMA 
změřena opakovatelnost z deseti po sobě jdoucích měření. Výsledky jsou shrnuty v 
tab. 18 a na obr. 35 je znázorněn voltamogram deseti měření v roztoku NTMA při 
nejvyšší měřené koncentraci 1.10-4 mol dm-3.  
 
Tab. 18 Statistické vyhodnocení opakovatelnosti z deseti po sobě jdoucích měření 
metodou DPV na CFE v roztoku NTMA o nejvyšší a nejnižší vyhodnotitelné 
koncentraci v prostředí BR pufr-methanol (9:1) o pHf 5,2. 
c / mol dm-3 x~  / nA L1,2 / nA s / nA sr / % 
1.10-4 -777,6 4,3 6,1 0,79 
2.10-6 -180,0 7,1 10,0 5,6 
 
-500 -600 -700 -800 -900
-400
-600
-800
-1000
-1200
 
 
I, nA
E, mV
 
Obr. 35 DP voltamogram NTMA (c = 1.10-4 mol dm-3) při měření opakovatelnosti na 
CFE v prostředí BR pufr-methanol (9:1) o pHf 5,2 (deset po sobě jdoucích měření). 
Regenerace Ereg,1 = -400 mV, Ereg,2 = -1000 mV. 
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5 Voltametrické stanovení FLD na uhlíkové filmové 
elektrodě 
5.1 DC voltametrie 
Byla proměřena koncentrační závislost flutamidu metodou DCV za použití CFE a 
to za stejných podmínek jako při stanovení metabolitu NTMA. Podmínky byly zvoleny 
stejné z důvodu pokusu stanovit obě látky v roztoku vedle sebe.  
 
5.1.1 Koncentrační závislost 
 
Koncentrační závislosti v roztoku FLD byly proměřeny v rozmezí 2.10-6 – 1.10-4 
mol dm-3 v prostředí BR pufru-methanol (9:1) o pHf 5,1 metodou DCV za použití  
CFE a regenerací Ereg,1 = -400 mV, Ereg,2 = -1000 mV. Voltamogramy jsou zobrazeny na 
obr. 36 a obr 38. Závislost  Ip na koncentraci FLD je znázorněna na obr. 37 a obr. 39. 
Parametry kalibračních přímek jsou uvedeny v tab. 19. 
-200 -300 -400 -500 -600 -700 -800 -900
0
-200
-400
-600
-800
-1000
-1200
-1400
5
4
3
2
1
 
 
I, nA
E, mV
 
Obr. 36 DC voltamogramy FLD na CFE v prostředí BR pufr-methanol (9:1) o pHf 5,1 o 
koncentracích 1.10-4 mol dm-3 (1), 8.10-5 mol dm-3 (2), 6.10-5 mol dm-3 (3), 4.10-5 mol 
dm-3 (4), 2.10-5 mol dm-3 (5). 
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Obr. 37 Závislost proudu Ip na koncentraci FLD v rozmezí 2.10-5 mol dm-3 až 
1.10-4 mol dm-3 měřené technikou DCV za použití CFE v prostředí BR pufr-methanol 
(9:1) o pHf 5,1. 
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Obr. 38 DC voltamogramy FLD na CFE v prostředí BR pufr-methanol (9:1) o pHf 5,1 o 
koncentracích 2.10-6 mol dm-3 (1) až  1.10-5 mol dm-3(2). 
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Obr. 39 Závislost proudu Ip na koncentraci FLD v rozmezí 2.10-6 mol dm-3 až 
1.10-5 mol dm-3 měřené technikou DCV za použití CFE v prostředí BR pufr-methanol 
(9:1) o pHf 5,1. 
 
Tab. 19 Parametry kalibračních přímek pro stanovení FLD měřené technikou DCV za 
použití CFE v prostředí BR pufr-methanol (9:1) o pHf 5,1. 
c / mol.dm-3 Směrnice / 
mA.mol-1.dm3 
Úsek / 
nA 
Korelační 
koeficient 
LQ / 
mol.dm-3 
(2 – 10)10-5 -5,32 -390 -0,995  
(2 – 10)10-6 -3,83 -330 -0,978 2,810-5 
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5.1.2 Opakovatelnost 
 
Pro nejvyšší a nejnižší měřenou koncentraci FLD byla metodou DCV změřena 
opakovatelnost z deseti po sobě jdoucích měření. Výsledky jsou shrnuty v tab. 20 a na 
obr. 40 je znázorněn voltamogram deseti měření v roztoku FLD při nejvyšší měřené 
koncentraci 1.10-4 mol dm-3.  
 
Tab. 20 Statistické vyhodnocení opakovatelnosti z deseti po sobě jdoucích měření 
metodou DCV na CFE v roztoku FLD o nejvyšší a nejnižší vyhodnotitelné koncentraci 
v prostředí BR pufr-methanol (9:1) o pHf 5,2. 
c / mol dm-3 x~  / nA L1,2 / nA s / nA sr / % 
1.10-4 -1447 70 100 6,9 
2.10-6 -336,8 7,7 10,8 3,2 
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Obr. 40 DC voltamogram FLD (c = 1.10-4 mol dm-3) při měření opakovatelnosti na 
CFE v prostředí BR pufr-methanol (9:1) o pHf 5,2 (deset po sobě jdoucích měření). 
Regenerace Ereg,1 = -400 mV, Ereg,2 = -1000 mV. 
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5.2 Diferenční pulsní voltametri 
Byla proměřena koncentrační závislost flutamidu metodou DCV za použití CFE a 
to za stejných podmínek jako při stanovení metabolitu NTMA. Podmínky byly zvoleny 
stejné z důvodu pokusu stanovit obě látky v roztoku vedle sebe. 
 
5.2.3 Koncentrační závislost 
 
Koncentrační závislosti v roztoku FLD byly proměřeny v rozmezí 2.10-6 – 1.10-4 
mol dm-3 v prostředí BR pufru-methanol (9:1) o pHf 5,1 metodou DPV za použití  
CFE a regenerací Ereg,1 = -400 mV, Ereg,2 = -1000 mV.. Voltamogramy jsou zobrazeny 
na obr. 41 a obr 43. Závislost  Ip na koncentraci FLD je znázorněna na obr. 42 
a obr. 44. Parametry kalibračních přímek jsou uvedeny v tab. 21. 
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Obr. 41 DP voltamogramy FLD měřené na CFE v prostředí BR pufr-methanol (9:1) 
o pHf 5,1 o koncentracích 1.10-4 mol dm-3 (1), 8.10-5 mol dm-3 (2), 6.10-5 mol dm-3 (3), 
4.10-5 mol dm-3 (4), 2.10-5 mol dm-3 (5). 
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Obr. 42 Závislost proudu Ip na koncentraci FLD v rozmezí 2.10-5 mol dm-3 až 
1.10-4 mol dm-3 měřené technikou DPV za použití CFE v prostředí BR pufr-methanol 
(9:1) o pHf 5,1. 
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Obr. 43 DP voltamogramy FLD měřené na CFE v prostředí BR pufr-methanol (9:1) 
o pHf 5,1 o koncentracích 2.10-6 mol dm-3 (1) až  1.10-5 mol dm-3 (2). 
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Obr. 44 Závislost proudu Ip na koncentraci FLD v rozmezí 2.10-6 mol dm-3 až 
1.10-4 mol dm-3 měřené technikou DPV za použití CFE v prostředí BR pufr-methanol 
(9:1) o pHf 5,1. 
 
Tab. 21 Parametry kalibračních přímek pro stanovení FLD měřené technikou DPV za 
použití CFE v prostředí BR pufr-methanol (9:1) o pHf 5,1. 
c / mol.dm-3 Směrnice / 
mA.mol-1.dm3 
Úsek / 
nA 
Korelační 
koeficient 
LQ / 
mol.dm-3 
(2 – 10)10-5 -17,64 -190 -0,999  
(2 – 10)10-6 -17,59 -84 -0,992 7,710-6 
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5.2.4 Opakovatelnost 
 
Pro nejvyšší a nejnižší měřenou koncentraci FLD byla metodou DPV změřena 
opakovatelnost z deseti po sobě jdoucích měření. Výsledky jsou shrnuty v tab. 22 a na 
obr. 45 je znázorněn voltamogram deseti měření v roztoku FLD při nejvyšší měřené 
koncentraci 1.10-4 mol dm-3.  
 
Tab. 22 Statistické vyhodnocení opakovatelnosti z deseti po sobě jdoucích měření 
metodou DPV na CFE v roztoku FLD o nejvyšší a nejnižší vyhodnotitelné koncentraci 
v prostředí BR pufr-methanol (9:1) o pHf 5,1. 
c / mol dm-3 x~  / nA L1,2 / nA s / nA sr / % 
1.10-4 -1938 24 34 1,8 
2.10-6 -111,8 3,6 5,1 4,6 
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Obr. 45 DP voltamogram FLD (c = 1.10-4 mol dm-3) při měření opakovatelnosti na CFE 
v prostředí BR pufr-methanol (9:1) o pHf 5,2 (deset po sobě jdoucích měření). 
Regenerace Ereg,1 = -400 mV, Ereg,2 = -1000 mV. 
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6 Voltametrické stanovení NTMA na CFE v anodické 
oblasti 
 
Protože se nepodařilo stanovit obě látky vedle sebe při měření signálu redukce, 
látky poskytují v katodické oblasti signál s blízkými hodnotami Ep a proto nelze 
naměřené voltamogamy vhodně vyhodnotit., bylo studováno chování NTMA, při 
měření metodou DPV na CFE v rozmezí potenciálů 0 – 1200 mV v roztoku o 
koncentraci 1.10-4 mol dm-3 při pHf 5,2. V této oblasti látka poskytovala jeden dobře 
vyvinutý pík odpovídající oxidaci skupiny -NH2. Flutamid poskytuje signál pouze 
v katodické oblasti potenciálů. Při tomto stanovení však docházelo k pasivaci pracovní 
elektrody a k mírnému zvyšování potenciálu Ep tohoto píku. Zároveň se při 
opakovaném měření na stejném filmu objevil druhý pík v oblasti kolem 400 mV. Tento 
druhý pík se objevil i při proměření samotného elektrolytu bez přídavku studované látky 
a postupně rostl s počtem měření. S největší pravděpodobností se jedná o signál látek 
uvolňující se z amalgámu překrytého uhlíkovým filmem.  Naměřený voltamogram 
opakovatelnosti je znázorněn na obr. 46. Hodnoty  Ep a Ip jsou uvedeny v tab. 23. 
Voltamogram samotného elektrolytu je znázorněn na obr. 47. 
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Obr. 46 DP voltamogram NTMA (c = 1.10-4 mol dm-3) při měření opakovatelnosti 
v anodické oblasti v prostředí BR pufr-methanol (9:1) pHf 5,2  (dvacet dva po sobě 
jdoucích měření). V pořadí dvacáté druhé měření (1). Měření provedeno bez regenerací. 
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Tab. 23 Hodnoty Ep a Ip uvedeny v závislosti na počtu měření na jednom filmu. Měřeno 
metodou DPV na CFE v roztoku NTMA o koncentraci  .10-4 mol dm-3 v prostředí BR 
pufr-methanol (9:1) při pHf 5,2. 
Měření Ep, mV Ip, nA Měření Ep, mV Ip, nA 
1 1028 495,8 12 1088 334,9 
2 1038 454,7 13 1093 330,5 
3 1047 427,8 14 1097 326,7 
4 1053 410,9 15 1102 319,9 
5 1060 397,1 16 1100 315,6 
6 1066 385,0 17 1104 310,7 
7 1068 373,9 18 1114 306,8 
8 1073 364,0 19 1116 302,2 
9 1070 354,1 20 1118 299,4 
10 1080 348,4 21 1126 295,5 
11 1083 341,2 22 1127 291,8 
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Obr. 47 DP voltamogram čistého elektrolytu o složení BR pufr-methanol (9:1) 
o pHf 5,1, měřeného metodou DPV na CFE (deset po sobě jdoucích měřeních), v pořadí 
první měření (1), v pořadí desáté měření (2). Měřeno bez regenerací. 
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Dále bylo prováděno měření za stejných podmínek a vždy po třech měření byl 
na elektrodu nanesen nový uhlíkový film. Ani toto měření se nedá považovat za 
reprodukovatelné, protože z naměřených dat vyplývá, že jednotlivě nanesené filmy 
vykazovaly v naměřených hodnotách nezanedbatelné odchylky. Nepodařilo se na 
elektrodu nanést pokaždé stejnou vrstvu uhlíkového filmu.  Naměřený voltamogram je 
znázorněn na obr. 48 a hodnoty a Ip jsou uvedeny  v tab. 24. 
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Obr. 48 DP voltamogram NTMA (1.10-4 mol dm-3) při měření opakovatelnosti 
v anodické oblasti v prostředí BR pufr-methanol (9:1) pHf 5,2  (dvacet čtyři měření, 
každé třetí měření byl na elektrodu nanesen nový uhlíkový film). Měřeno bez 
regenerací. 
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Tab. 22 Hodnoty Ip uvedeny v závislosti na počtu měření na jednom filmu. Měřeno 
metodou DPV na CFE v roztoku NTMA o koncentraci  1.10-4 mol dm-3 v prostředí BR 
pufr-methanol (9:1) při pHf 5,2. Statistické vyhodnocení opakovatelnosti pro jednotlivé 
filmy a pro jednotlivá měření podle pořadí. 
Číslo 
filmu Měření 1 Měření 2 Měření 3 x~  / nA s / nA sr / % 
1 504,7 488,9 460,5 488,9 26,12 5,3 
2 481,6 440,0 402,7 440,0 46,63 11 
3 457,0 428,2 403,1 428,2 31,85 7,4 
4 552,8 526,1 511,3 526,1 24,53 4,7 
5 474,9 431,3 402,9 431,3 42,55 9,9 
6 555,2 510,1 465,9 510,1 52,78 10 
7 511,5 485,2 447,9 485,2 37,59 7,8 
8 607,8 595,1 554,4 595,1 31,56 5,3 
x~  / nA 508,1 487,05 454,2 - - - 
s / nA 52,93 58,58 55,95 - - - 
sr / % 10 12 12 - - - 
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7 Závěr 
 
1) Bylo prostudováno chování NTMA při DC voltametrii na m-AgSAE. Byly 
nalezeny optimální podmínky pro stanovení NTMA v koncentračním rozmezí 
4.10-7 - 1.10-4 mol dm-3. Optimálním prostředím je směs BR pufr-methanol (9:1) 
o pHf 8,3, kde NTMA poskytuje nejvyšší a nejlépe vyhodnotitelný pík. 
2) Bylo prostudováno chování NTMA při diferenční pulsní voltametrii 
na m-AgSAE. Byly nalezeny optimální podmínky pro stanovení NTMA 
v koncentračním rozmezí 8.10-7 - 1.10-4 mol dm-3. Optimálním prostředím je 
směs BR pufr-methanol (9:1) o pHf 8,3, kde NTMA poskytuje nejvyšší a nejlépe 
vyhodnotitelný pík. 
3) Bylo prostudováno chování NTMA při DC voltametrii na CFE Byly nalezeny 
optimální podmínky pro stanovení NTMA v koncentračním rozmezí 4.10-5 - 
1.10-4 mol dm-3. Optimálním prostředím je směs BR pufr-methanol (9:1) o pHf 
5,1, kde NTMA poskytuje nejvyšší a nejlépe vyhodnotitelný pík. 
4) Bylo prostudováno chování NTMA při diferenční pulsní voltametrii na CFE 
Byly nalezeny optimální podmínky pro stanovení NTMA v koncentračním 
rozmezí 2.10-6 - 1.10-4 mol dm-3. Optimálním prostředím je směs BR pufr-
methanol (9:1) o pHf 5,1, kde NTMA poskytuje nejvyšší a nejlépe 
vyhodnotitelný pík 
5) Bylo prostudováno chování FLD při DC voltametrii na CFE. Byly nalezeny 
optimální podmínky pro stanovení FLD v koncentračním rozmezí 2.10-6 - 1.10-4 
mol dm-3. Optimálním prostředím je směs BR pufr-methanol (9:1) o pHf 5,1, kde 
FLD poskytuje nejvyšší a nejlépe vyhodnotitelný pík. 
6) Bylo prostudováno chování FLD při diferenční pulsní voltametrii na CFE. Byly 
nalezeny optimální podmínky pro stanovení FLD v koncentračním rozmezí  
2.10-6 - 1.10-4 mol dm-3. Optimálním prostředím je směs BR pufr-methanol (9:1) 
o pHf 5,2, kde NTMA poskytuje nejvyšší a nejlépe vyhodnotitelný pík 
7) Bylo prostudováno chování NTMA při diferenční pulsní voltametrii na CFE 
v anodické oblasti, kde látka poskytovala signál odpovídající oxidaci -NH2 
skupiny na aromatickém jádře. Při tomto stanovení se nepodařilo nalézt 
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1) optimální podmínky. Docházelo k pasivaci elektrody, a to i při různých 
kombinacích regeneračních potenciálů a při změně složení uhlíkového filmu. 
Dále se nepodařilo nalézt vhodný způsob nanášený uhlíkového filmu na 
amalgám tak, aby se každé měření mohlo provádět na novém filmu, a přesto by 
bylo dostatečně reprodukovatelné. Proto se stanovení nedalo považovat za 
reprodukovatelné, a tudíž je nevhodné pro stanovení této látky. 
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